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論 文 内 容 要 旨
緒 言
アブ ラナ科植 物のハ クサ イ、キ ャベ ツ、カ ブ、ブ ロッコ リー、ダイ コン、コ
マッナ、ナタネな どは重要 な野菜 や油料 作物で あ り、そ の育種 においては、特
に、花芽分化 の制御、 自家不和合 性や雄 性不稔 の制御な ど、人為 的な生殖 制御
のた めの技術 開発が望 まれ ている。花芽分化 が誘導 され る過程 に発現す る遺伝
子や、花器官特異的 に発現す る遺伝子 の解析 は、生殖機構 の解 明 と生殖制御技
術 の開発 を行 うにあた り、非常 に有効な戦略 の一 つ と言 える。本研 究では、ア
ブ ラナ科植物 の生殖器 官で発現す る遺伝子 を単離 し、人為的な生殖制御 の可能
性 につ いて検 討 した。
まず、生殖器 官形成過程 で発現 す る遺伝 子 につ いて、 アブラナ科植物 の未成
熟 な花芽 を含 む花芽分化 茎頂部 を用 い、その時期 に発現 して いるcDNAを 単離
し、塩基醜列 の決定 、及 び遺伝子発現 の解析 を行 った(第 一章)。そ の中で も、花
芽分化茎頂部 で強 い発現 を示 し、HIV-1ウ イル スの転写 因子 と考 え られて いる
"P1(TatBindingProtein1)と 高い相 同性 を示 した遺伝子 に注 目し、そ の遺伝子の
繭 にお ける発現 を解析 した(第 二章)。さ らに、生殖器官で発現す る遺伝子 を利用
した分子育種へ の応用例 として 、タペー ト細胞特異 的プ ロモー ター を利 用 し、
蔚 のタペー ト細胞 と花粉で急激 に発現す るシア ン耐性呼 吸系 の最終酸化酵 素が、
花粉発育 に重要で ある ことを遺伝子 レベルで 明 らかにす る とともに、雄性不稔
個体 を作 出 した(第 三章)。 この結果か ら、第一章 、第二章 の研究で単離 した花芽
分化、生殖 に関わ る遺 伝子 の利用性 を検討 した。
第 一 章 花芽 分化 茎 頂 部 か ら単 離 したcD:NAク ロー ン の解 析
花芽分化茎頂部で発現す る遺伝子 を単離 ・解析す るた め、低温 による花芽分
化 誘導 の容易 さか ら、 コマ ツナ品種おそ め(窺ヨ∬加 即aL.)を 材料 に用いた。低
温処理前 の栄養生長期の茎頂分裂組織 は、葉原基が分化 して いる ドーム状の構
造 を し(Fig:1-1A)、 低温処理6週 間 目にな る と、茎頂分裂組織が隆起 し、その脇
には花序 ・花芽分裂 組織が分化す る(Fig.1-1B)。 更 に低温処理12週 問 目になる
と、茎頂部 は様 々なステー ジの未成熟花芽 を含 む花芽分化茎頂部(皿oralapex)へ と
変化 して いた(Fig.1-1C)。
低温処理12週 問 目の花芽分化茎頂部か ら得 られたcDNAク ロー ンの塩基配列
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を決定 した 。 これ らは既 知 の遺 伝 子 と相 同性 の 高 い10ク ロー ン と 、新 規 な3個
の ク ロー ン とに分 類 され た(Table1)。 新 規 な遺 伝 子 の うち2っ は(Table1;FTA2-27 ,
FrA2-46)、 葉 よ り も花 芽 分 化 茎頂 部 で 数 倍 強 い発 現 を示 し、花 芽 分 化 に 関与 す
る遺伝 子 で あ る こ とが 示 唆 され た 。
既知 の遺 伝 子 と高 い相 同性 を示 した グル ー プ の 中 でFrA1-09は 、Hlv.1ウ ィ
ル ス の転 写 因子 と考 え られ て い るTBP1(TatBindingProtein1;Ohanaetal.1993)と
高 い相 同性 を示 した(Fig・1-2)・ π41-0ρ 遺 伝 子 のmRNAは ・ わ ず か な が ら葉 に
お いて も見 られ た が 、花 芽 分 化 茎 頂 部 で 強 く検 出 され(Fig.1-3)、 π41-09遺 伝 子
と花 芽 ・生殖 器 官 分 化 との 関 連 性 に興 味 が 持 た れ た 。
既 知 の遺 伝 子 と相 同性 の 高 か っ た ク ロー ンの 中 に は、 様 々 な 植 物 組 織 に存在
す る こ とが 報 告 され て い る もの 、低 温 で 誘 導 され る と考 え られ た も の な どが含
まれ てお り、 これ らは花 芽 分 化 、生殖 機 構 に特 に関 わ る とは考 え 難 か っ た(Table
1;Fτン41-71F1:ン11-12,」Fフン11-18,」Fτ4L1-33,F7ン隻1-13,」F狙144,」F別1・21,.剛.1-25,
π 沌2-18)。
第 二 章Tatbipdipgprotein(TBP)様 遺 伝 子 の 構 造 と発 現 誘 導 解 析
第 一 節 βzα∬∫c研脚 にお け るTBP様 遺 伝 子 の単 離 と解 析
BP1と 高 い相 同性 を示 した 皿1-09遺 伝 子 は、花 器 官 が 発 育 段 階 中 の 蕾 を含
む 花 芽分 化 茎 頂 部 で 強 い発 現 を示 した 。この遺 伝 子 の 丑 即aで の 発 現 をRNA加
8加 分 析 、及 び ノーザ ン分 析 にて さ らに解 析 した 。F阻1-09遺 伝 子 は 、花 器 官 で
は繭 で しか 発 現 せ ず 、花 粉 、タ ペ ー ト細 胞 、蔚壁 で 発 現 す る こ とが 分 か っ た(Fig.
2-1)。 ま た 、若 い時 期 の繭 で 強 く発 現 し、花 粉 の ス テ ー ジ が三 細 胞 期 の蔚 で は
RNAレ ベル で の発 現 は減 少 して い た(Fig.2-2)。
この全 長cDNAを 小 胞 子 期 の繭 か ら作 製 したcDNAラ イ ブ ラ リー よ り単 離 し、
これ をBr7BPと 名 付 けた 。 これ は1462bpで 、424ア ミ ノ酸 に翻 訳 され る。ア ミ
ノ酸 配 列 は転 写 因子TBP1と は78%、 近 年 単 離 され た イ ネ か らのTBPOs-1
(Suzukaetal.1994)、 トマ トか らのLeMA-1(Prombonaeta1.1995)と は いず れ も
94%の 相 同性 で あ った(Fig.2-3)。 ま た 、他 のTBP様 タ ンパ ク質 と同 様 に 、BrTBP
の 中央 にATPaseAmotif,ATPaseBmotif,SATmotif(PauseandSonenberg1992)が
保 存 され 、N末 端 側 には ロイ シ ンジ ッパ ー 様 構 造 もみ られ た(Fig.2-4)。 さ らに 、
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26Sプ ロテ ア ソー ム(ATP依 存 的 にユ ビキ チ ン によ って標 識 され た タ ンパ ク質
を分 解 あ る い は プ ロセ ッシ ン グす る酵 素)の サ ブユ ニ ッ ト4(S4;Dubieleta1.
1992)と も 、 中央 の領 域 にお い て61%の 相 同性 を示 した(Fig.2-3)。 以 上 の こ とか
ら、BrTBPは 転 写 活 性 因子 と して 、 あ る いは 選 択 的 にタ ンパ ク 質 を分解 また は
プ ロセ ッ シ ン グす る機 構 に関 わ る26Sプ ロテ ア ソー ム の サ ブ ユ ニ ッ トと して働
く こ とが考 え られ た 。 さ らに 、A短y㎜aetaL(1995),Sc㎞alletal.(1994)が 報 告 し
て い る よ う に、 そ れ ら二 重機 能 を持 っ 可能 性 も考 え られ た 。
サ ザ ン分 析 の結 果 、βrZ8P遺 伝 子 は β.君卿 で は1コ ピー で あ る と推測 され た。
β.箔卿 か らE7BPゲ ノ ミ ックDNAを 単 離 し、塩 基 配 列 を決 定 した結 果 、10エ
ク ソ ン ・9イ ン トロン の構 造 を して い る こ とが分 か った(Fig.2-5)。ATGよ り5'
側 の領 域 に は 、花 粉 特 異 的 な 発 現 誘 導 を示 すbox配 列 が 多 く散 在 して いた(Fig.
2-6)。 この こ とか ら、βrBPプ ロモ ー ター は莉 、花 粉 にお いて特 に強 く発 現 誘 導
す る可 能 性 が 示 され た 。
第 二 節Br7:BPpromoterの 発 現 誘 導解 析
βrZBP推 定 プ ロモ ー タ ー領 域 の 下 流 に レポ ー タ ー遺 伝 子 θσ5を 連 結 し(Fig.
2-7)、この遺 伝子 をモ デル 実 験 植 物 で あ る タ バ コ及 び シ ロイ ヌ ナ ズナ(ん 謝dρ ρ諮
面薇刎3L)に 導入 し、発 現 誘 導 解 析 を行 っ た 。両植 物 にお いて 、花 粉 特 異 的 な発
現 誘 導 パ ター ン を示 し、 タ ペ ー ト細 胞 や 繭 壁 で の 発現 は見 られ な か った 。 タバ
コで は 、 形 質 転換 体2個 体 にお い て 開莉 後 の成 熟 花 粉 で(Fig.2-8,no.12andno.
29)、シ ロイ ヌ ナ ズ ナで は形 質 転 換 体10個 体 に お い て三 細 胞 期 の成 熟 花粉 で(Fig.
2-9)、GUSの シグ ナル が観 察 され た 。 タバ コ の花 粉 は二 細 胞 性 で あ り、 柱 頭 上
で発 芽 後 に三 細胞 性 とな る 。 この よ うな花 粉 の 最 も発 育 後 期 に発 現 誘 導 を開始
す る プ ロモ ー タ ー は他 に報 告 が な く、新 規 な タ イ プ で あ る。 こ こで 得 られ た発
現 誘 導 様 式 は 、B.即aを 用 い たRNAの 発 現 様 式 と異 な っ たが 、そ の原 因 と して 、
植 物 種 が 異 な る こ とで プ ロモ ー ター 活 性 パ タ ー ン も異 な る(Xuetal.1993,
Toriyamaetal.1991,Thorsnessetal.1991)、 あ る い は用 い た プ ロモ ー ター 領 域 内外
にお け る発 現 誘導 シス エ レメ ン トの有 無 によ る影 響(Xuetal.1993)、 が考 え られ
た 。
βrτ8Pプ ロモ ー タ ー の解 析 か ら、BrTBPは 花 粉 の 成熟 ・発 芽 に関 与 して いる
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とい う可能性 が うかが えた。
第三 章 ア ンチ セ ンス法 を用 いたalternati▼eoxidase(AOX)の 葡 にお け る
機 能 解 析
第一章及 び第二章 を通 し、花芽分化 茎頂部や繭で強 い発現 を示す い くつか の
cDNAを 単離 ・解析 した。今 後 さ らにこれ らの遺伝子 の特徴 を分子生物学的 に解
析す る必要が あるが 、そ の一方 で、花芽 分化 、生殖 に関わ る遺伝 子 を活用 した
花芽分化、花粉発育 、花粉発芽 な どの人為的な制御 を目的 と した、分子育種の
ための技術 開発 も検討 して い く必要 がある。本 章では分子 育種 に向 けて の応用
例 として、商 のタペー ト細胞 、花粉で急激 な発現 を示す シア ン耐性呼吸系の最
終酸化酵素altemativeoxidase(AOX)に 注 目し、AOXの 花粉発 育 にお ける解 析 を遺
伝子 レベルで行 うとと もに、雄性不稔植物 の作 出を試 みた。
alternativeoxidase(AOX)は ミ トコ ン ドリアのシア ン耐性 呼吸経路 の最終酸化 酵
素で あ り、核遺伝 子 にコー ドされて いる。 アブラナ科 のシ ロイ ヌナズナのゲ ノ
ムDNAか ら、PCR法 によ り第3エ クソ ンを含 む約1kbの.Aox断 片 を増幅 し、
これ を 幽oxと 名付 けた。8240x断片 をタペー ト細胞特異 的に発現誘 導す る 砺g6B
プロモーター(Tsuchiyaetal.1995)に アンチセ ンス方 向で連結 した キメ ラ遺伝子
を作製 し(Fig.3-1)、 タバ コに遺伝子導入 した。得 られ た形質転換体 の うち3つ
の個体 で、花粉稔性 が2-60%に まで減少 し(Fig.3-2)、 この形質 は後代 に も遺伝 し
た(Fig.3-3)。 花粉 のステー ジが花粉母細胞期 のタペー ト細胞 にお いて、形質転
換体のAoxの タ ンパ ク質量 は非形質転換体 のそれ よ り減少 して いた(Fig.3-4)。
これ によ り、ア ンチセ ンス遺伝子導入 によ り内生 のAox発 現が抑制 されて いる
ことが示 された。薪の形態 を観察 した と ころ、形質転換体で はタペー ト細胞崩
壊後か ら小胞子 の発育が異常 にな り、花粉 の発育ステー ジが進む につれ不稔の
形態 を示 した(Fig.3-5)。 つ ま り、形質転換体 の雄性不稔現象 は、 タペー ト細胞
の内生のAox発 現 が抑 制 され る ことによ り、 タペー ト細胞 内 の代謝バ ランス等
が崩れ、花粉 の発育 に必要な物質の供給 が滞 る ことに原 因が ある と考 え られた。
タペー ト細胞 におけ るAOXの 活性 が花粉 の発 育 に重要で ある ことを明 らか
にした。また、ア ンチセ ンス遺伝子導入 によ ってタペー ト細胞 にお ける内生の
.4伽 発現 を抑 える ことによ り、雄性不稔植物が作出で きることを示 した。
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結語
第一章 、第二 章の研究で花芽分化、生殖器官分化時 に発現す る遺伝子 を単離
した。 また 、タバ コ及び シロイヌナズナ にお いて、発育後期 の花粉で特異的な
発現誘 導を示すBrTBPプ ロモー ター を得た。 この ような発現誘導パ ター ンを示
す プ ロモー ター は新規なタイ プで、第三 章で示 したよ うな、 アンチセ ンス法 を
用 いた花 粉 にお ける遺伝子の役割解 明や 、花粉 の成熟、発芽機構 の解明 に利用
できる と考 え られ る。さらに、このプ ロモーター にpolygalacturonase遺 伝子 な ど
のア ンチセ ンスDNAを つないで遺伝子導入す る ことによ り、花粉発芽 が不能 の
雄性不稔植 物 を作出できる ことが期待 され 、F1採 種技術 に有用 となる可能性が
ある。βr田Pプ ロモー ター を用 いた雄性不稔植物で は、花粉形成 は行われ るた
め、花粉 を形成 しない雄性不稔植物 とは異な り、訪花昆虫 の飛来 は頻繁 に起 こ
ると考 え られ 、採種効率 の向上が期 待でき る。従 来 の花粉特異的なプ ロモータ
ー に比べ 、βrTBPプ ロモーターは発現誘 導時期 が遅いため、βr田Pプ ロモー タ
ー を用 いた形質転換体では、小胞子 の生存 には影 響はな いと考 え られ る。そ の
ため、ア ブラナ、タバ コ、イネな どの作物で は若 い時期 の繭(小 胞子)を 用 いた繭
(小胞子)培 養 が可能であ り、雄性不稔 ホモ系統 を得 る ことができ、βr四Pプ ロモ
ー ター を用 いた システム によるF
、採種技術が確立で きる と考 える。
本研究 にお いて、著者は花芽分化 、生殖 に関わ る遺伝子 を単離 し、それ らを、
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論 文 審 査 結 果 要 旨
作物の収量 を育種 的に高めるには,F、 ハ イブ リッ ド品種 の作 出が現在最 も確実な方法 であ る。その た
めには,効 率 的なF、 採種技術が必須 であ り,雄 性不稔性が最 も多 くの植物種 に利用可 能であ ることか
ら,雄 性不稔性 の制御技術 の開発が望 まれている。本研究で は,ア ブ ラナ科植物 の生殖器官で発現す る
遺伝子 を単離 し,そ の遺伝子の機能 を解析す ると共に,こ の遺伝子 を用 いた人為的な生殖制御 の可能性
につい て検討 した。
まず,Brαss`cαrqpα の未成熟 な花芽 を含む花芽分化茎頂部 を用 い,そ の時期 に発現 しているcDNA
を単離 した。得 られたcDNAク ロー ンの内,既 知 の遺伝子 と高い相同性 を示 したグループの中の1つ
は,HIV-1ウ イルスの転写因子 と考え られてい るTBP1(TatBindingPro七ein1)と 高い相 同性 を示
した。
TBP1と 高い相 同性 を示 した遺伝子(BrTBP)の 且rαpα での発 現 を,RNA加s伽 分析及びノー
ザ ン分析 にて解析 した ところ,BrTBPは 花器官では繭で しか発現せず,花 粉,タ ペー ト細胞,蔚 壁 で
発現す ることが分か った。BrTBPは,10エ クソ ン ・9イ ン トロンの構 造 を している ことが分 かった。
BrTBP推 定 プロモーター領域の下流 にレポー ター遺伝子GUSを 連結 し,モ デル実験植物に導入 し,発
現誘導解析 を行 った ところ,タ バ コで は開約後の成熟花粉で,シ ロイヌナズナでは三細胞期 の成熟花粉
でGUSの シグナルが観察 され,Bπ 脚 での発現様式 と異 なった。本研究で得 たBr7BPプ ロモー ター
は,花 粉発達の最 終段階で遺伝子発現 を誘導す る,こ れ までにない新規なプロモ ーターであった。 これ
までの雄性不稔植物 の欠点 を持 たない新 しい雄性不稔植物 をこのプロモー ターを用い ることによって作
出す るアイデアを提案 した。
生殖器官で発現す る遺伝子 を利用 した分子育種 への応用例 として,生 殖器官で発現す る遺伝子 を用 い
た雄性不稔植物の作 出を試みた。 タペー ト細胞特異的 プロモーター(Osg61Bプ ロモ ーター)に シロイヌ
ナズ ナの ゲノムDNAか ら得 たal七ernativeoxidaseの 遺伝子 を逆向 きに連結 したキメ ラ遺伝子 を作製
し,タ バ コに導入 した。形 質転換体 では タペ ー ト細胞崩壊後か ら小胞子 の発育が異常 にな り,花 粉 の発
育ステージが進 むにつれ不稔の形態 を示 した。 この ことによ り,商 の タペ ー ト細胞 と花粉で急激に発現
するシア ン耐性呼吸系の最終酸化酵素が,花 粉発育 に重要であ ることを遺伝子 レベルで明 らか にした。
以上 の ように,本 研究 は花器官特異的 な遺伝子 を見 いだ し,そ れを解析す ることに より,新 たな雄性
不稔植物 を作 出す る可能性 を示 した。 よって審査員一 同は本論文は博士(農 学)の 学位 を授 与するに値
する内容 である と判定 した。
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